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論文内容の要旨
【目　的】
我々は、高糖浪度条件下培養メサンギウム細胞（M細胞）及び糖尿病（DM）ラット腎糸球体に
おいて、diacylglycerol（DAG）－prOtein kinase C（PKC）－eXtraCellular signal－regulated kinase
（ERK）経路の活性化が惹起され、d－a－tOCOpherol（aToc）がその経路の活性化を阻害することに
より糸球体障害を改善することを報告した。そこで本研究では、αToc環を有するチアゾリジン
誘導体であるtr：0glitazone（Tro）のDMラットの糸球体機能障害及び高糖濃度条件下培養M細胞
のDAG－PKC経路活性化に対する効果を検討することを目的とした。
【方　法】
1．200～260g SpragueTDawley（SD）雄性ラットにStreptOZOtOCin（STZ）（50mg／kg body
weightinO．1Mcitratebuffer）を尾静脈より注射しDMラットを作成した。Citratebufferのみ
を注射したラットを対照（CT）とした。CTラット及びDMラットをそれぞれ通常飼料投与群と
0．2％Tro混餌飼料投与群の4群に分けた。一万100～150g SD雄性ラットより単離、4から9継
代培養したM細胞を5．6もしくは27．8mmol／1糖濃度の0．4％FBS含有RPMI1640培地条件下にて
5日間培養、それぞれ一部に3mmol／1のTroまたはaToc環を持たないチアゾリジン誘導体であ
る0．3mmol／1のpioglitazone（Pio）を共脾置し実験に供した。
2．腎血行動態測定はSTZ注射4過後のラット（4Wラット）に探麻酔下に左頚動静脈にカテー
テルを留置、イヌリン、パラアミノ馬尿酸を用い測定した。尿中アルブミン排泄量はSTZ注射12
週後のラット（12Wラット）の24時間尿を用いenzyme－linkedimmunosorbentassay法にて測
定した。
3．12Wラット単離糸球体より抽出したRNAを用い、細胞外基質（fibronectin、typeⅣ
COllagen）、tranSforminggrowthfactor－β（TGF－β）のmRNA発現をnorthernblotanalysis
法にて、同時期のラット単離糸球体蛋白を用い、細胞外基質発現をimmunoblotanalysis法にて
測定した。
4．4Wラット単離糸球体及び培養M細胞を用い、DAG量をradio－enZymaticassay路にて、
PKC活性をinsitukinaseassay法にて、ERK活性を抗リン酸化ERK抗体を用いたimmunoblot
analysis法またはimmunecomplexkinaseassay法にて、DAG代謝に関わるdiacylglycerol
kinase（DGK）活性をocty1－glucosidemixedmicelleassay法にて測定した。
【結　果】
1．4W、12Wラットにおける血糖値、腎重量／体重比はCT群に比較しDM群において有意に
高く、体重は有意に軽かった。Tro投与はCT、DM両群の血糖値、腎重量／体重比、体重に影響
を及ぼさなかった。
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2．CT群に比較しDM群にて有意に増加した糸球体濾過借は、Tro投与にて改善した。Tro投
与はDM群にて有意に増加した尿中アルブミン排泄量も改善した。
3．12Wラット糸球体における細胞外基質eTGF一βのmRNAおよび細胞外基質蛋白の発現は、
CT群に比LDM群にて有意に増加していた。Tro投与はそれらmRNAおよび蛋白の発現量増加
を抑制した。
4．4Wラット糸球体におけるDAG量、PKC活性、ERK活性は、CT群に比LDM群にて有
意に増加していた。Tro投与はそれら活性の増強を抑制した。一方DGK活性はTro投与DM群
において通常飼料のDM群に比し有意に増加していた。
5．培養M細胞におけるDAG最、PKC活性、ERK活性は、5．6mmol／lL曇疲度群に比し
27．8mmol／1糖狼度群にて有意に増加していた。Tro共酵置群はそれら活性の増強を抑制した。
DGK活性はTro共媚置群において有意に増加していた。Pio共贈跡こおいても同様の結果を得た。
E考　察ヨ
本研究では、Troが血糖値を変えることなくDMラットの糸球体過剰濾過やアルブミン尿増加
などの糸球体機能障害を、さらにTGF－βe細胞外基質のmRNA奉唱白発現増加を抑制すること
を明らかにした。今回、TroのpGK活性増強を介するDAG－PKC～ERK経路の阻害作用が糸球体
機能障事を改善する機構であることをラット単耽糸球体と培養M細胞において明確にした。加え
て、この作用がαToc環によるものでなくチアゾリジン環に特異的である可能性をPioを用いる
ことにより兄い出した。本研究結果から、perOXisome－prOliferatedactivatorreceptor－γのリガ
ンドであるチアゾリジン誘導体がインスリン感受性増強作用以外に合併症の進展を抑制する作用を
存する可能性が考えられた。
監結　論】
Troは、DMラットにおいてインスリン感受性改沓作用非依存性にDAG－PKC－ERK経路活性化
阻‘ぷを介して糸球体機能障害進展を抑制した。チアゾリジン誘導体が糖尿病性腎症の発症e進展の
抑制に：行用である可能性が示唆された。
論文審査の結果の要旨
Diacylglycerol（DAG）一prOtein kinase C（PKC）－eXtraCellular signal－regulated kinaSe（ERK）
経路の活性化は糖尿病性合併症の成因に関与している。本研究は、インスリン感受性増強音である
チアゾリジン誘導体の糖尿病ラットにおける糸球体機能障害及び高額濃度条件下培養メサンギウム
鮒胞におけるDAG－PKC－ERK経路活性化に対する効果を検討したものである。
クロマン環を有するチアゾリジン誘導体であるトログリタゾンは糖尿病ラットの血糖値を変える
ことなく糸球体機能障害を是正した。その機槽としてDAGキナーゼ活性増強作用を介するDAG－
PKC－ERK経路の阻害が考えられた。さらにクロマン環を持たないチアゾリジン誘導体であるピオ
ダリタゾンを用いた実験においても同様の効果が得られたことより、チアゾリジン構造がインスリ
ン感受性朋鋸乍用以外に合併症進展を抑制する可能性が示唆された。
このように本論文は糖尿病性腎症の発症0進展抑制について重要な知見を与えたものであり、博
士（医学）の学位論文に値するものである。
なお、本学位授与申請者は平成12年5月16日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け、合
格と認められたものである。
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